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副溶血性弧菌的温度预测模型
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摘 要：采用预测食品微生物学的方法研究了副溶血性弧茵的生长规律，测定了4～40℃副溶血

性弧菌的生长曲线，并在此基础上建立了副溶血性弧菌的初级和二级预测模型。结果表明，在10

～40℃，副溶血性弧菌的生长曲线呈典型的S形，适合用Gompertz和logistic模型拟合；当温度在

4～10℃时，适合用线性回归方程拟合。副溶血弧菌的温度模型符合Ratkowsky3式，根据预测模

型，副溶血弧菌的最低生长温度Li。为5．5℃，最高生长温度Tm。为47．3℃，最适生长温度为

34．6℃。最后，对模型进行了验证。
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Abstract：Predictive food microbiology is considered to be an effective tool for preventing the

contamination of aquatic product from pathogenic microorganism．In this study，the growth

characteristics and predictive model of Vibrio parahaemolyticus(V．P for short)at different

temperature was studied by using the method of predictive microbiology．Growth curves were

obtained at 4～40℃．and foud that the Gompertz model fit at 10～40℃with representation of

experimental curves which are typical sigmoidal．The Monod function was below 10℃．The

variations of growth rate with temperature were modeled．and predicted that：the minimum，

maximum and the optimal growth temperature is 5．5℃，47．3℃and 34．6℃，respectively．The

validity of the predictive model was further evaluated under controlled laboratory conditions．
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副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus，简称

V．户)，又称嗜盐菌，属于弧菌科，弧菌属。目前，副

溶血性弧菌引起的食物中毒在细菌性食物中毒中

的比例较高，其危害程度仅次于沙门氏菌、大肠杆

菌、葡萄球菌和肉毒梭菌，而在近年来沿海地区的

食物中毒病例中，该菌已成为首要病原Ⅲ。
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预测食品微生物学(predictive food microbiol-

ogy)是食品微生物学的一个新兴分支学科，是在微

生物学、数学、统计学和计算机应用学的基础上建

立起来的新学科。它是依据各种食品微生物在不

同加工、贮藏和流通条件下的特征信息库，通过计

算机的配套软件，判断食品内主要病原菌和腐败菌

生长或残存的动态变化，从而对食品的质量安全做

出快速评估。因此，可以通过预测食品微生物学的

方法，定量预测水产品生产加工后的贮藏、运输、销

售和消费等各个环节的质量和安全性[2]。

国内外关于副溶血性弧菌生长模型的研究比

较少，在水产食品生产过程中，温度是影响微生物

生长最重要的因素之一，一些温度单因素的模型也

能和食品中微生物生长数据相吻合[3_4]。因此，作

者着重研究温度对副溶血性弧菌生长的影响，对4

～40℃副溶血性弧菌的生长规律进行了实验研究，

在此基础上建立副溶血性弧菌生长的初级和二级

预测模型，为水产品的安全性评价提供理论依据。

1材料与方法

1．1实验菌株

副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus)V．

p1．2164，购于中国科学院普通菌种保藏中心。

1．2实验药品与设备

TCBS培养基，上海市疾病预防控制中心提供；

蛋白胨，国药集团化学试剂有限公司产品；氯化钠、

盐酸、氢氧化钠(分析纯)，上海凌峰化学试剂有限

公司产品。

不锈钢自动手提式压力蒸汽灭菌器DSX一280B

型，上海申安医疗器械厂生产；移液器Gilson，法国

产；隔水式恒温培养箱GHP一9270、低温生化培养箱

LRH一250CL，上海一恒科学仪器有限公司制造；台

式酸度计InoLab pH 730，德国WTW仪器制造。

1．3实验方法

1．3．1 菌种的活化 使用前，将副溶血性弧菌接

种在3 g／dL氯化钠蛋白胨水培养基中，30℃培养

24 h，此时副溶血性弧菌处在稳定期。

1．3．2培养基的制备

1)TCBS培养基：按照配制说明配制。

2)3 g／dL氯化钠蛋白胨水培养基：使用1～10

mL移液枪，向每个15 em×150 cm的试管中准确

加入5 mL做好的培养基，121℃灭菌20 min，冷却

后放在4～8℃冰箱内备用。

3)无菌生理盐水的制备：称取氯化钠，用蒸馏

水配制成0．85 g／dL氯化钠水溶液，分装后在121

℃灭菌20 min。

1．3．3计数采用平板计数法。

1．3．4 4～40℃副溶血性弧茵生长曲线测定 将

3 g／dL氯化钠蛋白胨水培养基放在同一温度的隔

水式恒温培养箱中平衡一段时问。用3 g／dL氯化

钠蛋白胨水培养基对菌种进行适当稀释，制成实验

菌液，细菌浓度控制在104 cfu／mL左右。无菌条件

下移取菌液0．5 mL到5 mL 3 g／dL氯化钠蛋白胨

水培养基中，充分混合，测定管内初始菌数。将各

试管放在隔水式恒温培养箱中，每隔2 h取出一支

试管，用平板计数法测定菌落数。每条生长曲线测

定12个点，测定终止时，副溶血性弧菌至少繁殖

1 000倍以上。

测定生长曲线时的培养温度分别为4、7、10、

14、17、20、24、27、30、33、37、40℃，每个实验重复2

次，数据取平均值。培养温度在20℃以上

(含20℃)使用隔水式恒温培养箱，20℃以下时使

用低温生化培养箱。隔水式恒温培养箱温度波动

±0．1℃，低温生化培养箱温度波动士1．0℃。

2结果与分析

2．1 副溶血性弧菌生长曲线模型的建立

2．1．1一级模型的建立 用Gompertz方程，Lo—

gistic方程以及Linear方程分别对4～40℃副溶血

性弧菌的生长曲线进行回归，结果见表l。对3种

模型的相关系数r和剩余均方差(MSE)进行了比

较。图l所示的是用Gompertz和Logistic方程拟

合的30℃副溶血性弧菌的生长曲线。

从表1可以看出，在10～40℃时，副溶血性弧

菌生长曲线都能用Logistic方程和Gompertz方程

拟合，且相关系数都在0．90以上。在4～lo℃时，

Gompertz模型和Logistic模型不适合所有曲线，而

Linear方程可以拟合所有曲线，且相关指数都在

0．90以上。

总的来说，副溶血性弧菌在10～40℃范围内，

对于同一条生长曲线，Gompertz模型拟合的相关系

数与Logistic模型拟合的相关系数相差极小，

Gompertz模型拟合的相关指数在10，14，33℃时略

大，其余温度下略小，而Linear模型的相关指数是

最小的；从剩余均方差来看，Logistic模型的剩余均

方差与Gompertz模型的剩余均方差相差也很小，

而Linear模型的剩余均方差最大。由此可见，在

10～40℃时，Gompertz模型和Logistic模型对副

溶血性弧菌生长曲线的拟合度都很高，而在4～

10℃时，副溶血性弧菌生长缓慢或出现负增长，用
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Gompertz和L．ogistic模型无法拟合，而Linear模 型拟合度较高。

表1 副溶血性弧菌生长曲线的统计分析

Tab．1 Statistica卜analyticaI data for growth ClIIWI融3 of’，．P

培养时间／h

(a)

培养时间，h

(b)

图1 Gompertz方程(al和Logistic方程(hl拟合的副

溶血弧菌生长曲线(30℃)

Fig．1 Growth curv幅of V．p fitted with Gompertz(a)

and Logistic(b)models at 30℃

因此，根据副溶血性弧菌的生长情况，将温度

分为2个阶段：第一阶段为4～lO℃，由于微生物生

长极为缓慢甚至不生长或负增长，生长曲线不具有

S形的特点，宜用Linear模型拟合；第二阶段为10

～40℃，选择Gompertz和Logistic模型拟合生长

曲线数据。

2．1．2 二级模型的建立 表2给出了用3种回归

模型计算出的副溶血性弧菌的迟滞期A，最大生长

速率／1。以及相对最大细菌浓度A。在各种模型的

回归中，在10～40℃时用Gompertz模型计算出的

最大生长速率肛。(以下简称生长速率)要比Logistic

方程得出的数值大。因此，在10～40℃时选取由

Gompertz模型得到的／2。值建立二级模型，预测结

果更为可靠。由Linear方程得到的∥。，除14、17、

20℃，其它温度下都是最小的，这可能是受迟滞期

和稳定期的影响所致。

10～40℃副溶血性弧菌迟滞期A与培养温度

T密切相关。14℃时迟滞期A长达39 h，10～

24℃时在4 h以上，而27～30℃时，在4 h以下。

除了10℃外，总的来说A随丁的升高而急剧下降，

入越长。T越低。芦。与T的关系见图2，弘。随T的上

升逐渐增大，达到最适温度后迅速下降，显示了一

个特征的不对称的钟形趋势，曲线适合用Rat—

kowsky3式数学模型拟合，回归方程的相关指数R2

为0．929 6，拟合度较高。
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表2 由Gompertz。Logistic和Linear方程得到的副溶血性弧菌生长参数

Tab．2 Values of parameters A，P-and A of V．P obtained from the Gompertz-Logistic and Linear regression functions。respecti—

uely

星
鼍
葛

褂
磺
业

划

图2不同温度下副溶血性弧菌生长速率舳的试验数

据和拟合曲线

Fig．2 Data of the growth rates of V．P modeled by Rat-

kowsky and the fitting curves

副溶血性弧菌的预测模型和特征参数分别为：

Ratkowsky模型为k=[nl(T—Tmi。)]2×{1一

exp[a2(T—Tm。)])

参数al一0．051，0-2=0．021，T。i。=5．486，

T。，=47．264

由预测模型估计的副溶血性弧菌最低生长温

度为5．5℃，最高生长温度为47．3℃，最适生长温

度为34．6℃。值得注意的是，由于微生物在极限

条件下的生长速率难以准确测定，因此，模型中的

最低生长温度可能不是副溶血性弧菌的实际最低

生长温度，在实际测定时，副溶血性弧菌在7℃时

已几乎不生长了。最低生长温度与文献资料中的

温度基本相符，最高生长温度略高于文献资料中的

温度，最适生长温度略低于文献资料中的温度嘲，

这可能是由于在35℃以上的温度范围所取的实验

点太少。

由图2可以看出，副溶血性弧菌的生长曲线适

合Gompertz模型，其培养温度丁与生长速率的关

系适合Ratkowsky3式，这两个模型能够比较准确

的预测副溶血性弧菌的生长规律，因此Ratkowsky

模型能够有效地预测副溶皿性弧菌在4～40℃范

围内的生长情况，并为水产品安全性评价提供定量

的科学依据，具有一定指导作用。

2．2温度模型的验证

对副溶血性弧菌温度模型的可信性在实验室

条件下进行了评估，副溶血性弧菌生长速率平方根

的残差(√丽一∥丽)见图3。
。 ● ●

●

●

0．15 0．30 —4，· 0．6

． ● ●

／J．，预Sg／h

●

图3副溶血性弧菌生长速率平方根的残差分析图

Fig．3 The residual graphs：the comparison of the

growth of V．P and prediction model

可以看出，生长速率平方根的残差几乎都在

±o．05的范围内，只有10℃时例外，因此可认为预
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测模型在a一0．05的水平上是可信的。

为了更客观地评价此模型，应用Ross引入的

偏差因子和准确因子对预测值和实测值进行了分

析[6]。其中，

偏差因子一10‘∑19‘实翻生长期速率7预测生长建率’]7H

准确因子一10[∑19‘璜测生长期速率7实测生长速率’]h

挖为测定次数，实验中n一10。

偏差因子衡量预测值是否过高或过低估计了

实测值。该值小于1表明生长速率预测值比实测

值大，预测值较为安全，而大于1意味着预测结果

不可靠。一般认为偏差因子在0．75到1．25之

间[7]，模型即可被接受。本模型的偏差因子等于

0．9616，介于这个范围之内。

准确因子衡量预测值与实测值的平均误差，该

值等于1表明预测值与实测值完全吻合，预测很准
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